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Abstract: Experimental studies were conducted to elucidate the nature, development and changes 
in antibody response against gel filtration of fractionated and metabolic antigens in Paragoni- 
mus westermani infection of cat and human being. 
(1) Somatic antigen of adult worm was resolved into 6 fractions on Sephadex G-200 gel 
filtration of molecular weight ranging 30,000 to 700,000 daltons. 
(2) During infection, precipitin reaction was observed mainly against lower molecular weight 
fractions in Ouchterlony tests and immunoelectrophoresis, while it was against higher mole- 
cular weight fractions in immunized rabbit sera. Precipitin arcs were most numerous against 
fractions No. 2, 3 and 4. 
(3) Metabolic antigen in worm sac behaved similarly to fractions No. 4 and 5 in thin layer 
electrophoresis of polyacrylamide gel and the pattern was also similar in immunoelectrophoresis. 
(4) Consequently, precipitin against fractions No. 3 and 4 were detected in the early stage and 
the titer reached its peak around 12—14 weeks of infection. Reaction to fraction No. 4 was 
most numerous (10027) followed by fraction No. 3 (88%) and No. 5 (8222). Precipitin against 
fractions No. 1 and 6 appeared in the late stage of infection. 
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いる . 肺 吸 虫 に 関し て は 沢田 ら (1964), Yogore et al. 


は じ こ 
め l (1965), Capron et al. (1965, 1969), 辻 ら (1967, 


敵 躍 の よう な 粗大 寄生 虫 の 抗原 構成 は きわ め て 複雑 1968, 1975) な どの 報告 が ある が , いずれ る 粗 抗原 を 
C, し か る も 宿主 体内 へ の 侵入 後 の 発育 経過 の な か で そ 用 いた 研究 で その 詳細 は 明らか と は 云え な い . 
の 構成 物質 は 量 的 , 質 的 に 変化 し て 行く も の で , 感染 著者 ら ゃ この 観点 か ら BAARD 硫 安 分 画 や , 
寄生 に よっ て 形成 され る 抗体 抗原 率 の 実態 は きわ め て DEAE-Cellulose を 用 いた 分 画 化 と 抗原 活性 の 追究 な 
複雑 な も の と 想像 され る . ど 行 っ て 来 た . 

近年 , ゲル 内 沈降 反応 を 用 いて 貝 体 の 抗原 構成 の 追 本 報 に 於 て は Sephadex G-200 に よる ゲル 濾過 を 
究 や 抗原 抗体 系 を 分 別 し , 更に は 種 に 特有 な 反応 系 を 行っ て 得 た 分 画 抗原 に つい て その 理化 学 的 性 状 を 明 ら 


明らか に し て 診断 に 応用 し よう と する 試み が な され て か に する と 共に Ouchterlony 二 重 拡散 法 , 免疫 電気 
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涼 動 法 に よる 沈降 反応 を 示 標 と し て 肺 吸虫 寄生 に よる 

抗体 抗原 系 の 分 析 を 行い , 更に 虫 体 の 発育 , 感染 の 経 

過 と の 関係 に 於 て その 推移 を 追 完 し た . 
材料 お よび 方 法 

p. 抗原 作製 

1. 成虫 抽出 抗原 (SOM 抗原 ) 

実験 的 感染 後 20 週 を 経過 し た ネ ュ の 肺 臓 よ り ウ ェ ス 
テル マン 肺 吸虫 成虫 を 取り 出し , 生理 食塩 水 で 洗浄 
fe. 第 1 報 (1972) に 述べ た 方 法 に 準じ し て SOM 抗原 
を 調製 し た . 尚 , 虫 体 を 生食 水中 に 浸 潰 し て いる 間 に 
排出 され た 分 泌 物 と その 洗浄 液 は 分 泌 ・ 排 港 抗原 ŒS 
抗原 ) の 一 部 と し て 使用 し た . 一 方 , SOM HROT 
HE Lowry et al. (1951) の Cu-Folin 法 で 測定 
L, Ouchterlony 反応 に は 5mg/ml, 免疫 電気 泳動 
に は 10mg/ml, 更に 一 次 免疫 拡散 法 に は 3mg/ml に そ 
れ ぞ れ 調 整 し て 使用 した. 

2. 虫 体 の 分 泌 ・ 排 港 物 (ES 抗原 ) 

本 実験 で は 前 記 の 虫 体 排出 物 な ら び に その 洗浄 液 と 
肺 有職 の 虫 府内 貯溜 液 を 対象 に ES 抗原 と し て 使用 し た ・. 

毛細 ピペット で 井内 貯溜 液 を 吸い 取り , 更に 少量 の 
生食 水 で 内 液 を 洗い 取っ た 液 を ビー カー に pool L, 
遠心 分 離 (4°C, 20,000rpm, 30min) 後 , 上 清 液 を ア 
ミュ ン 濃 縮 器 (DM 5 メン ブレ ン 使 用 ) で 濃縮 し , 5 
ー10mg protein/ml] に 調整 し て 一 20"C に 保存 し た . 

3. 分 画 抗原 (Fr. 抗原 ) 

SOM 抗原 の Sephadex G-200 ゲル に よる カラ ムク 
ロマ トグラフ ィ ー に より 溶出 分 別 さ れ た 6 つの 画 分 を 
夫々 アミ ュ ン 提 挫 セル (CDM 5 メン ブレ ン 使 用 ) お よび 
セ フ ァ デック ス 粉 末 に よる 濃縮 法 を 用 いて 濃縮 し , S 
白 量 5 一 10mg/ml に 調整 後 , 各 反応 や 検定 に 用 いた 
Il. 抗 血 清 

1. 感 作家 兎 血清 

SOM 抗原 を 用 い Freund's incomplete adjuvant 
と 共に 家 兎 の 皮下 及び 筋肉 内 に 注射 し て 抗体 価 が 十分 
上 る まで 実施 し た . H, 感 作 方 法 は 前 報 と 同様 に 行っ 
dia 

2. 実験 的 感染 猫 血清 

ウェ ステ ルマン 肺 吸 虫 メ タ セ ルカ リア 3040 個 体 を 
1 匹 の 猫 に 経口 投与 し , 計 10 匹 の 猫 を 実験 に 用 いた ・ 
これ ら の 猫 は 感染 後 17ー26 週 目 に 由 体 回 収 に 先立っ て 
全 採 血 を 行っ た . 尚 , この うち 5 匹 の 猫 に つい て は 感 
染 後 2 週 日 か ら 2 週間 隔 で 26 週 日 182 日 ) まで 13 回 に 
厨 っ て 経時 的 に 部 分 採血 を 行い 抗体 価 の 測定 な ら び に 
沈降 反応 の 経時 的 観察 に 用 いた . 


3. 感染 人 血清 

肺 吸虫 卵 が 確認 され た 患者 血清 28 例 及び 肺 吸虫 VBS 
皮 内 反応 陽性 で ゲル 内 沈降 反応 も 陽性 だ が 虫 卵 が 確認 
され て いな い 者 22 例 , 合計 50 例 の 肺 吸虫 感染 者 と 同定 
し うる 人 血清 を 本 実験 に 用 いた ・. 
I. 実験 方 法 

1. Sephadex gel filtration 

Sephadex Gー200 ゲ ル (Pharmacia 社 ) を 十分 量 
の pH7.4, 0.2M NaCI-0.1M Tris-HCl 緩衝 液 中 
で 3 日 間 膨 潤 な ら び に デカ ン テ ー シ ョ ン に よる 微粒 子 
ゲル の 除去 を 行っ た 後 , ゲル 懸 濁 液 の 脱 気 を 行い , 
3.2x60cm カラ ム に ゲル を 充 直し た . 試料 を 添加 する 
前 に blue dextran に よる カラ ム の void volume QR 
媒 容積 ) を 求め , 同時 た に ゲル の カ ヵ カラム 充 塩 状況 を 確認 
し た 後 , SOM 抗 原 10ml( 総 タン パク 量 105mg) を カラ 
ム に 添加 し , 4?C の 低温 下 で 前 記 緩 衝 液 に よる 浴 出 を 
行っ た . カラ ム か ら の 溶出 液 は 島津 UV-140 型 column 
chromato monitor system を 用 いて フラ クン ショ ン *・ コ 
レク ター で 分 取 し , 同時 に 溶出 液 中 の 蛋白 濃度 を 280 
mg 波長 で 連続 的 に 吸光 度 を 測定 し て 溶出 曲線 を つく 
D, ピー ク を 中 心 に 画 分 を 行い , 各 試 験 管 液 を pool 
し 各 画 分 の 溶出 液 量 を 計測 後 ア ミュ ン 揚 拓 セ ル で 濃縮 
し た . 

2. 分 画 抗原 の 分 子 量 測定 

Andrews (1965) お よび 宇井 1967) の 方 法 に 準じ 
て 行っ た . 肺 吸 虫 成虫 粗 抗原 溶出 に 使用 し た 同一 の 
Sephadex カラ ム で 浴 出 条件 も 同一 に し て 分 子 量 既 知 
の 和 蛋白質 (Ferritin, Catalase, Aldolase, Human 


serum albumin, Chymotrypsinogen) (Boehringer 
H を 夫々 35mg FEL, 5ml の 緩衝 液 に 混合 溶解 
し て 沙 出 し た . これ に よっ て 得 ら れ た 各 有 既知 タン バク 
質 の 溶出 曲線 の ビー ク に 於 ける 溶出 液 量 と 分 子 量 の 対 
数 目盛 で 検量 曲線 を 作成 し た . 同様 の 処理 法 で 肺 吸虫 
成虫 分 画 抗原 の 主要 成分 を 示す と 思わ れる 分 子 量 を 検 
量 曲線 か ら 求め た - 

3. Polyacrylamide gel 薄 層 電気 泳動 

Disc 電気 泳動 に 用 いる 分 離 用 ゲル を 適用 し た . 特 
に Davis (1964) ORASEX Hv 727.595 42 BEIM 7 7v £ 
pH8.3 Tris-glycin 電極 槽 用 緩衝 液 を 調製 し た . その 
他 の 術 式 は 第 1 報 の 方 法 に 従い , 便 白 染色 に は 0.126 
coomassie brilliant blue 染色 液 を 使用 し た . M vk 
動 帯 の 位置 を Rf 値 で 求め た ・ 

4. 一 元 免疫 拡散 法 

本 実験 で は Mancini (1965) の 方 法 の 変 法 で 実施 し 
た . 即ち , SOM 抗原 寒天 平板 を 作成 後 , 径 2.5mm の 


抗体 妃 を 縦横 7.5mm の 間隔 で 作り , これ に 倍数 希釈 
抗 血清 を 加え 377C 下 で 24ー48 時 間 反 応 さ せ た . また , 
厚 さ 1mm の 抗原 寒天 平板 は 3mg protein/ml © SOM 
抗原 液 3.5ml と pH8.2, Barbital-HC1 緩衝 液 に 加熱 
溶解 し た 2 多 Agarose 寒天 液 を 夫々 56°C に 保ち , 
当量 の 両 液 を 手早く 混合 し て KEBE に の せ た 7※ 
10cm の ガラ ス 板 に 流し て 作成 し た . 

ij, 抗体 価 は 沈降 輪 を 形成 し た 最高 の 血清 希釈 倍 数 
値 で も っ て 表示 した. 反応 終了 後 の プ レー ト の 染色 そ 
の 他 の 処理 は Ouchterlony 法 に 準じ て 行っ た . 

5. Ouchterlony 二 重 拡散 法 

本 法 の 術 式 は 第 1 報 に 詳 述 し た 如く , 今回 も これ に 
従っ た . M4, 新た に 市 販 ( 栄 研 ) の micro-ouchterlony 
gel plate を 一 部 追加 使用 し た . 

反応 終了 後 の ゲ ル 平 板 は 0.85 細 生食 水中 で 十分 洗浄 
し 未 反 応 の タン バク 質 を 除去 し た 後 , 濾紙 下 で 乾燥 さ 
せ た . これ を 0.1 coomassie brilliant blue 250R 液 
で 染色 後 10 多 酢酸 液 で 十分 脱色 , 続い て ゲル を 数 回 水 
洗 し て 2 枚 の セロ ファ ン 紙 に は さ み 乾 燥 フィ ルム と し 
て 観察 , 保存 し た . 

6. 免疫 電気 泳動 CEP) 

免疫 電気 泳動 は LKB の マル チ フ 一 電気 泳動 装置 
と その 泳動 キッ ト を 使用 し て 行っ た . 泳動 用 ゲル 及び 
TREO 緩衝 液 は pH 8.6, g 三 0.05 の バル ビタ ー ル 
緩衝 液 を 使用 し , その ゲル 平板 は 90 x 80mm の 大 き さ 
で 厚 さ 3mm の 1 Agarose で ある . 泳動 は 長 辺 と 平行 
に 行い , 無辺 の ゲル 幅 に 対し 2.5mA/cm の 定 電流 で 3 
時 間 通 電 泳 動 し た . 泳動 終了 後 , 幅 2mm の 血清 溝 を 
長 辺 と 平行 に 抗原 孔 と 4mm の 間隔 で 作り , 血清 を 入 
れ て 37"C で 2 日 間 反 記さ きせ , Ouchterlony 法 と 同様 
に 染色 し て 観察 し た . 
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E 験 [3 績 

|. Gel filtration に よる 分 画 抗原 の 理化 学 的 性 状 
1. ZEE, 糖 質 含有 量 及び 分 子 量 

肺 吸虫 成虫 抽出 液 (SOM HPR) 
の Sephadex G—200 に よる 浴 出 曲線 は Fig. 1 に 示 
し た よう に Fr.1 か ら Fr.6 まで の 6 つの 分 画 に 分 別 
され た . 各 分 画 の 和 看 白 質 , 糖 質 の 含有 量 は 曲線 の 後半 
部 に 沙 出 され た Fr.4, Fr.5, Fr.6 の 3 4 Bi AERE 
質 の 76 多 が 含ま れ , 虫 体 抗 原 を 構成 する 主要 な 令 白 成 
分 で ある こと が わか る . 糖 質 は その 72 あ が Fr.6 に 集 
中 し て 溶出 され た (Table 1). 

各 分 画 の 蛋白質 の 分 子 量 は Fig. 2 の 検量 曲線 に よ 
っ た が , Fr.1 は Sephadex G—200 の void volume 
( 落 媒 容積 ) と 同じ 点 で 溶出 され , Ferritin 蛋白 と 近 


ウェ ステ ルマン 


0.D. 280nm fe ald h-al ch 
1.24 i 4 + i 
0.8[ 
0.4F 
Fr. 1Fr2 Fr3 Fr4 Fr.5 Fr.6 
0 100 200 300 400 500 600 


Effluent volume (ml) 


Fig. 1. Gel filtration of Paragonimus westermani 
extract on Sephadex G-—200. 


Column dimensions : 3.2 x 60cm ; Eluants : 0.1 
M Tris-HCl buffer containing 0.2 M NaCl, pH 
7.4 ; Sample: volume 10ml, total protein 105mg. 
Abbreviation : fe: ferritin, ald : aldolase, h-al: 


human serum albumin, ch : chymotrypsinogen. 


Table 1. Protein and sugar content of the fractions of adult worm antigen, 
Paragonimus westermanti. 

; Effluent Protein Total Sugar Total 
Fraction ^ volume(m]) — (Qug/mD ^ (mg)  %Ž g/m) (mg) る 
Fr. 1 36 185 6.7 6.6 80.6 2.9 6.1 
Fr. 2 49 228 11.2 11.0 22.4 1.1 ジェ は 
Fr. 3 40 185 7.4 7.3 20.0 0.8 JU 
Fr. 4 57 322 18.4 18.1 29.8 1.7 3.6 
Fr. 5 71 432 30.2 30.2 93.0 6.6 13.9 
Fr. 6 102 268 27.3 26.8 336.3 34.3 72.4 

Total 355 101.7 47.4 

SOM 10 10,500 105.0 5,960 99m 
recovery 96.9 19.5 


: adult worm extract. 


— SOM 
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Chymotry psinogen 


(Fr.6) 
400 
350 (Fr.5) 


Serum albumin 


300 (Fr.4) 


Elution volume (ml.) 


Catalase 


150 (Fr.1) Ferritin 


104 10° 10° 


Molecular Weight 


Fig. 2. Plot of elution volume against log 
molecular weight for proteins and 
fractions on Sephadex G-200 coluinn 
(3.2 x 60cm). 


似 し た 溶出 位置 で ある こと か ら , その RARO TE 
700,000 以上 と 推定 され る . 他 の 分 画 の 自 白質 も 夫々 
Er.2 : 350,000, Fr.3 : 140,000, Fr.4 : 90,000, Fr.5: 
60,000, Fr.6 : 30,000 相 当 の 分 子 量 を 示し て いる ・. X 
する に 虫 体 構成 重 白 は 分 子 量 で 30,000 か ら 700,000 以 
上 に 及ぶ 広い 範囲 に わた る こと が 確認 され た ・. 

2. 紫外 吸収 スペ ベクトル 

200 か ら 340mz O3 FEBRE EEIRC USO A 各 分 画 の 吸 
収 曲 線 を 画 き Fig. 3 に 示し た . 

いずれ も る 210 一 220mg に 最初 の 強い 吸収 が あり , 次 
いで 250 一 280mg に か け て 第 2 の 吸収 が みち られ る が , 
分 子 量 の 大 きい Fr.1, Fr.2, Fr.3 は いずれ も 一 般 に 
吸 取 度 が 弱く , な だ ら か な 曲線 を 示し た の に 対 し Fr.4 
及び Fr.5 で は 概ね 280mg OEC BARS C — Z 
認め られ , その 像 は 同時 に 行っ た ES 抗原 の それ と よ 
く 相似 し て いる . また , Fr.6 は 260 一 280mg に か け て 
吸光 が み ら れ , 他 の 分 画 と 明らか な 相違 を 示し た . 各 
分 画 に は その 吸収 濾 長 域 と その 強 さ に 夫々 違い が 認め 
られ る 

3. Polyacrylamide gel 落 層 電気 泳動 像 

先ず SOM 粗 抗原 及び ES 抗原 の 電気 涼 動 像 を みる 
と 各 成 分 は いずれ も 試料 孔 を 原点 と し て 陽極 側 に 移動 
LE. 前 者 の 泳動 分 離 像 は 全域 に わた っ て み ら れ る が 
概して 原点 附近 , 中 央 部 , 陽極 近く に 集中 し て いる . 
その 泳動 帯 の 数 は 8 て 9 本 を 認め ぬ , この うち REE 
0.03, 0.29, 0.53, 0.59, 0.88, 0.92 を 示す 泳動 帯 は 
比較 的 明瞭 な 線 と し て 認め られ る . ES HR To) 


O.D. 

2.0 

1.5 
e SOM 
— ES 
€---9 Fr. 1 
X—*Fr.2& 3 
e---- Fr. der 5 
4X----XFr.6 

1.0 


200 220 240 260 280 300 420 340 um 
Wave length 


Fig. 3. Ultraviolet absorption spectra of the 
somatic, metabolic and fractionated 
antigens of P. westermani. 

SOM : adult worm extract. 
ES  : excretion and secretion. 


origin 


Fig. 4. Electrophoretic patterns of the frac- 
tions of P.westermani adult worm 
extract on polyacrylamide gel. 
Stained with coomassie brilliant blue. 


帯 は 6 て 7 本 で 少な い が SoMIBBpi obs ovc 
れ か に 該当 する も の が 殆 ん ど で , 主として 中 内 部 か ら 
陽極 側 に か け て 認め られ る . 分 画 抗原 に つい て みる 
č, Frl は 電気 的 易 動 度 が 低く 大 部 分 が 原点 近く の 
泳動 帯 と し て 現われ , その Rf 値 は 0.03 を 示し た . 

Fr.2, Fr.3 で は Rf 値 が 0.08~0.3 の 範囲 と そそ の 像 
が み ら れ , 特に Fr.3 で は 帯状 に 長く 尾 を 引い た 像 が 
Fr.2 の 分 離 帯 より 更に 陽極 側 こ に み られ る . また Fr.4, 
Fr.5 の 泳動 像 は Rf 値 0.59, 0.88, 0.91 に 強い 線 が 
みみ られ , これ は ES 抗原 の 泳動 像 と 近く , その 抗原 構 
成 が 似 か よっ て いる こと が 示唆 され る . 以上 の 様 に 各 
分 画 は 概ね その 順に 従っ て 陽極 側 に 向っ て 移動 し て お 
D, 一 般 に 分 子 量 の 小さ い 分 画 ほど 移動 中 離 が 大 きい 
傾向 が ある . (Fig. 4) 

D. 分 画 抗原 に よる ゲル 内 沈降 反応 

SOM 粗 抗原 , ES 抗原 及び Sephadex G—200 に よ 
り 分 別 し た 分 画 抗原 と 感染 ネ ュ 血清 , 患者 血清 , 感 作 
家 束 血清 と の 間 に 二 重 拡散 法 に よる ゲル 内 沈降 反応 を 
fjv, 更に 免疫 電気 泳動 に と よっ て 反応 系 の 検討 を 行っ 
た . H, 感染 ネ ュ は 感染 後 119 日 か ら 182 日 を 経過 し , 
虫 卵 を 証明 し た 10 匹 を 使用 し た . 

1. Ouchterlony 法 

先ず SOM 粗 抗 原 に 対す る 反応 で は いずれ の 血清 で 
も 陽性 反応 を 示す 沈降 帯 の 出現 が み ら れ る . 

次 に 分 画 抗原 を 用 いた 10 例 の 感染 ネ ュ 血清 と の 反応 
を みる と Fr.3, Fr.4, Fr.5 の 各 分 画 は すべ て の 血清 
に 対し て 陽性 反応 を 示し , Fr.1 は 10 例 中 3 例 に 陰性 , 
陽性 例 で も 3 例 を 除き いずれ る 反応 帯 は きわ め て 弱 
v. Fr.2 は 全 血 清 に 陽性 反応 が み ら れ る が , 前 者 と 同 
様 その 反応 は 比較 的 弱く , この 両 分 画 に 出現 する 沈降 
線 の 強 さ は 変化 に 富ん で いる . Fr.6 は 6 例 に きわ め 
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て 静 い 反 応 が みみ られ た に 過ぎ な い (Table 2). 

50 例 の 患者 血清 に 対す る 反応 成績 は Table 3 に 示し 
た . 沈 隆 帯 の 出現 率 は Fr.1 56%, Fr.2 7222, Fr.3 
8892, Fr.4 10072, Fr.5 8222, Fr.6 32% T Fr.3, 
Fr.4, Fr.5 に 対 し て 常に 高い 陽性 反応 が み ら れ る . H 
者 血清 の うち 全 分 画 抗原 に 沈降 線 を 認め た も の が 10 例 
(2025), Fr.6 を 除き 他 の 5 分 画 に 陽性 の も の 12 例 (24 
2523, Fr.3, Fr.4, Fr.5 ROBUR Pr, Fr.5 の み に 集 
中 的 に 陽性 を 呈す る も の が 計 11 例 2222) T, 各 分 画 
gU cop A SOT o HU JS O E OO Bl ape a 
MEDRA RTA. KER l AROR cC 
み ら れ る 反応 で Fr.4, Fr.5 に よる も の は 一 般 に 強く , 
肉 厚 の 幅広 い 沈 降 帯 と し て 現われ る . これ に 比べ る と 


Table 2. Double diffusion test with sera of 
experimentally infected cats against 
fractionated antigens of P. wester- 
mani. 


、 Fractions | 
ee Fr.1 Fr.2 Fr.3 Fr.4 Fr.5 Fr.6 
Cat No. 


1 Hoo + 
2 H H 

3 + + + Ho è + 
4 + + + dH H + 
5 + + + dod +4 
6 + | - 

7 * 0d | XE F 
8 | - 

9 umm J- + JL -L as 
10 = us T | 


(C. H, HD : showing the grade of strength 
of bands formed. 


Table 3. Double diffusion test with paragonimiasis patients sera against 


fractionated antigens of P. westermani. 


Fractions 
ba Fr. 1 Fr. 2 Fr. 3 


Total( 22) 


Fr. 4 Fr. 5 Fr. 6 
Type " _ 
A + + + + + * 10 (Q0) 
B + + + + + ` 12 (24) 
C + + + + — = 4 C8) 
D — + + + + + 3 (6) 
E — + + + + = 5 (10) 
F ー + + + = 11 @2) 
G Other patterns 5 0) 
No. of serum 28 36 44 50 41 16 50 
positive (25) (56) (72) (88) (100) (82) (32) 


(+): showing positive reaction. 
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Fr.1, Fr.2, Fr.3 の 沈降 線 は 一 般 に 弱い も の が 多い 


が , 概して 細い 明確 な 沈降 線 と し て 見 られ る (Fig.5). 


一 方 , 感 作 家 兎 血清 と の 反応 で は Fr.1, Fr.2 お よ 
び Fr.3 に 強い 明瞭 な 沈降 線 が み ら れ , Fr.4, Fr.5 で 
は これ に 比べ て 比較 的 弱い . Fr.6 で は 殆 ん ど 反 応 が お 
こっ て いな い . 

要する に 虫 卵 を 排出 する 感染 ネ ュ や 完成 し た 人 肺 吸 
虫 症 患者 に つい て みる と , 所 調 , 感染 血清 で は Fr.1, 
Fr.2 及び Fr.6 に 対す る 反応 の で か た は 不定 で 個体 差 
が ある が , Fr.3, Fr.4, Fr.5 分 画 の 陽性 率 は 常に 高 
く , これ に 対応 する 抗体 系 が 主体 を な す も の と 思わ れ 
5. 

2. 免疫 電気 泳動 像 


4 匹 の ネ ュ 血清 に 対す る 各 分 画 抗 原 に よる 1EP 上 の 
沈降 線 は 夫々 Fr.1 で 0 一 3 本 ,Fr.2 2 一 5 本 , Fr.3 
2 一 5 本 , Fr.4 2 一 5 本 , Fr.5 1 一 4 本 , Fr.6 0 
ー 2 本 が みみ られ る が , Fr. 及び Fr.2 で 形成 され る 沈 
降 線 は 一 般 に 移動 性 が 低く , 陽極 側 へ 向っ て 延び る 3 
本 の 沈降 線 の 夫々 の 中 心 の 移動 位置 は 概ね 試料 原点 か 
ら 8mm と 16mm oZ AA. Fr.4—Fr.6 分 画 に よる 
IEP 像 で は これ と 一 致す る 沈降 帯 は み ら れ な い . Fr.4 
Er.5 で は 一 部 原点 附近 に と ど ま る も の も ある が 陽極 
側 に 移動 する 沈降 線 は その 中 心 位置 が 16mm か ら 40 
mm に ある も の が 多く , 特に Fr.5 で み ら れ る 泳動 帯 
の 形状 は 肉 厚 で 辺 縁 が は っ きり し な い も の が 多い . 
Fr.3 に よる 沈降 線 の 位置 は 両 群 に また が り , Fr.6 に 


Fig. 5. Ouchterlony reactions with fractionated antigens of P. westermani against infected cat 
serum, infected human serum and immunized rabbit serum. 
RS: immunized rabbit serum, CS: infected cat serum, HS; infected human serum. 
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よる も の は Fr.5 の も の と 区 別 が 困難 で 反応 も 著しく 
弱い . 患者 血清 (12 例 ) の IEP 像 の 成績 は Table 4 
と Fig.6, Fig. 7 に 示し た . 確証 され る 沈降 帯 は 
SOM 粗 抗原 及び ES 抗原 で は 概ね 2 一 10 本 , また 分 
画 抗原 で は Fr.2, Fr.3 に 多く , 夫々 2 一 7 本 と 3 一 11 
本 で ネ ュ 血清 と 略 同じ 傾向 が か み られ る . 然し , Fig. 7 
に みる よう に 各 分 画 が 示す 沈降 帯 の 数 は 感染 ネ ュ より 
人 血清 に 多く , 完成 し た 人 肺 骸 虫 症 の ある も の は 感 作 
家 東 血清 の 反応 像 と 似 て いる . また , Fr.4。 Fr.5 に 
よる 泳動 像 は いずれ る も ES 抗原 に よる それ と よく 相似 
し て いる . 感 作家 更 血 清 に 対す る 粗 抗 原 の 反 応 帯 23 本 
の 移動 域 は 殆 ん ど 全 域 に わた っ て お り , 感染 血清 とみ 
られ る 沈降 線 の ほとん と 総 て は この 中 に 含ま れる も の 
と 思わ れる . 


I. 感染 後 の 経過 と 抗体 の 産生 

4 匹 の ネ ュ で 肪 吸虫 ス メス タ セル カリ ア 40 個 体 を 与え , 
感染 後 2 週 毎 に 26 週 に わた っ て 採血 し , SOM 粗 抗原 
寒天 平板 を 用 いた 一 元 免疫 拡 敵 法 に よっ て 抗体 の 希 息 
倍数 に よる 沈降 抗体 価 を 測定 し た . 感染 後 2 倍 希釈 血 
清 で 始め て 陽性 反応 を 呈し た 時 期 は 夫々 2,4,6,8 
週 日 で あっ た . は し じ め て 貝 卵 の 排出 を みた 9 一 11 週 目 
の 抗体 価 は 1 :16 か ら 1 :64 を 示し た . 以後 , 抗体 価 は 
直線 的 に EAL 14 一 15 週 目 に は いずれ も 1:128 か ら 
1:512 に 達し 26 週 目 ま で 高価 を 持続 し た (Fig. 8). 
Ouchterlony 法 で SOM 粗 抗原 に 対す る bir o 
現 は 2 週 目 か ら み られ , 同時 に 行っ た ES 抗原 の 6 週 
目 と 比べ て その 出現 が 早い . 各 分 画 に 対す る 反応 の 出 
方 の 経過 を みる と Table 5 に 示す 様 に 最も 早く 現 わ 
れる の か が Fr.3, Fr.4 で 2 週 目 か ら , Fr.5, Fr.6 は 6 
WEZ, また Fr.1 は 最も お くれ て 8 週 目 に 少数 の 弱 


Fig. 6. Immunoelectrophoresis with paragonimia- い 沈 降 線 が 現われ る . また , 出現 する 沈降 帯 の 数 や 強 
sis patients sera against SOM, ES and さ は 経過 に 伴っ て 次 第 に 増強 が み ら れ , 特に 12 週 以降 


fractionated antigens of P. westermani. 


SOM: adult worm extract, ES: excretions and は 顕著 で ある (Fig. 9). IEP で も 同様 の 傾向 が み ら 
secretions, HS : infected human serum. 


Table 4. Number of bands obtained by immunoelectrophoresis with fractionated 
antigens of P. westermani against various antisera. 
— Antigen i i EL 
Ts SOM ES Fr. 1 Fr. 2 Fr. 3 Fr. 4 Fr. 5 Fr. 6 
Serum 


Immunized rabbit 
Infected cat 


Infected human 


23 / 7 11 12 9 5 2 
2-9 6 0-3 2-5 2-5 2-9 1-4 0-2 
2-10 1-9 0-4 2-7 3-11 3-5 2-5 0-2 


SOM : Somatic antigen, ES : Metabolic antigen. 
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(Fr.1) 


(Fr.2) 


(Fr.3) 


(Fr.4) 


(Fr.5) 


(Fr.6) 


(A) Immunized rabbit serum 


R11 R10 
R6 R2 
R1 


R11 RIO | RS R4 


“auare 


(B) Infected cat serum 


(-) M プ (*) 


(C) Infected human serum 


kaS 


Fig. 7. Immunoelectrophoretic patterns of fractionated antigens against infected human and 


れ , 特に 12 週 以降 に 前 述 の よう な 各 分 画 の 特長 を も っ 


cat sera and immunized rabbit serum. 


512r $-----8-----0----9-----87----9 
た 泳動 帯 像 を 示す よう に な る . また , 沈降 帯 の 数 は 感 g 256r ブー マー マ “o 
yh A e ic: 128* 94 ^ Žo e — è e e 
染 後 いずれ の 時 期 に 於 て も 常に Fr.2, Fr.3, Fr.4 に $ a ーー 
2 / グ 
最も 多い . $ 3 JURE 
* 16, E 
ミー ング und 
. の ざさ へ あ 。 Í Y 4 at o—e cat 3 
Fig. 8. Change of precipitating antibody titer jl Á 2^ pe. 
in cats experimentally infected with A 
D westermanni: 2 4 6 8 10 2 a 16 io 20 22 24 26 
Weeks after infectcion 
Table 5. Result of Ouchterlony test with fractionated antigens of P. westermani 
against sera from cat serially collected after infection. 
. Sera from cat serially collected after infection ee 
Fractions 
1 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 
Fr. 1 0 0 0 0 | 1 1 2 2 2 2 2 3 3 
Fr.2 NES MEM NM 人 全 の E E き ま 5 5 
Fr. 3 Qi 2 2 2 3 3 4 4 4 4 4 4 4 
Fr. 4 0 | 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3 
Fr. 5 0 0 0 2 2 2 3 4 4 4 4 4 4 
Fr. 6 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
SOM 0 | 2 2 2 2 3 3 3 3 3 4 4 4 
ES 0 0 0 2 2 2 2 3 3 3 3 3 3 


SOM : Adult worm extract, ES : Excretions and secretions, 0~5: Number of precipitin bands. 


Fig. 9. Ouchterlony reactions with sera from cat serially collected at two week intervals 


against fractionated antigens of P. westermani. 


Outer well numbers represent weeks after infection. 


考 EE 


Grabar and Williams (1953) が 免疫 電気 泳動 法 を 
確立 し , さら に Biguet et al. (1962) が マン ソン 住 
血 吸虫 の 泳動 像 の 検討 を 行っ て 以来 , 各種 の 寄生 上 帳 虫 
に 対し て も 種 の 鑑別 や 抗原 構造 の 解明 に 応用 され る よ 
うに な っ た . 

著者 は ウェ ステ ルマン 肺 吸虫 感染 に よる 宿主 の 抗体 
産生 の 経過 と その 反応 系 を 追 完 する た め , MERE 
抽出 液 を Sephadex G-200 に て 分 画 し , 感染 血清 と の 
間 に デ ゲル 内 洗 降 反 応 を 行い , その 抗原 性 と 感染 経過 に 
よる 抗体 抗原 系 の 推移 を 観察 し た . 抽出 粗 抗原 は ゲル 
濾過 に よっ て 6 つの 分 画 に わけ られ る が , 虫 体 を 構成 
する 人 蛋白 は 分 子 量 30,000 の 小さ いも の か ら 700,000 A 
上 の 大 きい も の まで 質 的 に 違っ た 和 蛋白 か ら 構 成 され , 
その 全 企 白 量 の 75 久 は 10 万 以下 の 分 子 量 邊 白 と 考え ら 
Tubs 

SOM 粗 抗 原 の 抗 血清 に 対す る IEP 像 を みる と 
作家 兎 血清 で は 約 23 の 沈降 帯 が か み ら れ る が , 感染 ネ ュ 
血清 や 患者 血清 で は その 数 が 1 一 10 本 で 反応 系 の 数 は 


eu 


少な く , 貝 体 構 成 令 白 の すべ て に 対応 する 抗体 が 出来 
る と は 考え られ な い . 分 画 別 の 感染 血清 た 対す る 反応 
を みる と 最初 に 深 出 され る 分 子 量 の 大 きい Fr.1, Fr.2 
で は 沈降 帯 の 出現 率 は 低く , 不定 で 一 般 的 に 云っ て 反 
応 の 強 さ も 弱い も の が 多い . これ に 反し て 分 子 量 が こ 
れ よ り 小 さい Fr.3, Fr.4, Fr.5 で は 常に 陽性 率 が 高 
く , し か も 沈降 帯 は 強く その 数 が 多い . X, 前 者 で は 
電気 的 易 動 度 が 低く , 沈降 帯 は 抗原 孔 附 近 か , これ に 
近い 陽極 側 に 見 られ る の が 特長 で ある . Fr.4, Fr.5 
の 沈降 帯 の な か に は 外 動 度 が 高く 陽極 近く に 現われ る 
も の が 見 られ る . 

感 作家 兎 血 清 で は 一 般 に Fr.1, Fr.2, Fr.3 に 対し 
強い 沈降 帯 が かみ ら れる の が 普通 で ある . 

感染 の 場合 に 形成 され る 抗体 系 は Fr.4, Fr.o- X 
っ た 分 子 量 の 低い 分 画 に 対応 する も の が 主体 と な る こ 
と が 考え ん られる. ES 抗原 は acrylamide gel 電気 泳 
動 像 か ら 見 て も Fr.4, Fr.5 に 近く , し か も ゃ 感染 血清 
に 対す る IEP 像 ふる 両者 は 類似 し て いる こと か ら 考 え 
て 抗原 構造 が 似通っ て いる . 肺 吸虫 の 感染 寄生 に より 
宿主 の 抗体 産生 に は 貝 体 の 分 泌 排 港 物 が ある 時 期 に は 
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有意 な 役割 を 果して いる こと が 想像 され る . 

Yogore (1965) も 感染 後 の 経 過 の 長い 感染 血清 で は 
ES 抗原 に よる 沈降 帯 の すべ て は SOM 抗原 に よる 反 
応 系 の な か に 含ま れる と 述べ て いる . 

横川 961) や 滝沢 (1964) の 研究 に よる と ネ ュ 体 
内 に 於 ける ウェ ステ ルマン 肺 吸虫 の 発育 は 2389 3E 
幼虫 は 腹腔 内 に , 3 週 目 胸腔 に , 6 週 目 に は 肺 に 移行 
し て 申 論 性 の 形成 が 始ま り 9 一 10 週 目 に 排卵 , 1338 H 
に は 完全 な 成 熱 申 体 と な る こと を 観察 し て いる . 同時 
に また 発育 途上 に し て 死亡 , 吸収 され て 行く 虫 体 の あ 
る こと も ゃ 否定 は 出来 な い . 

SOM 抗原 寒天 平板 を 用 いた 一 元 免疫 拡散 法 に よっ 
て 感染 ネ ュ に つい て 感染 後 の 沈 降 抗体 価 の 推移 を みる 
と , 2 週 目 か ら 沈 降 帯 が あら われ 直線 的 に 上 昇 し て 14 
15 週 で 最高 の 価 を 示す よう に な る が , 沈降 帯 が 最初 
に 出現 する 時 期 は Fr.3, Fr.4 で 最も 早く , Fr.2, 
Fr.5 が これ に 続き Fr.1, Fr.6 は 6 一 8 週 に お くれ 
て 出現 する . 経過 が 古く な っ た も の の な か に は この 分 
画 CFr.1, Fr.2) に も 強い 反応 帯 を 示し 感 作 血清 と 似 
た 像 を 示す も の も ある . 各 分 画 と も 沈降 帯 の 数 は 抗体 
価 の 上 昇 に と も な っ て 増加 する . また , 経過 に 従っ て 
新しく 追加 され る 反応 帯 が 各 分 画 に られ る . この 様 
に 虫 体 の 発育 に 伴っ て 抗体 価 は 上 昇 し , 新しい 抗体 抗 
原 系 が 順次 追加 され て 行く 姿 が ある . IMAO E 
体 の 発育 に 従っ て 忠 体 構成 物質 や 排 浴 分 泌 物 の 量 的 , 
質 的 変化 に も と づく も の と 考え られ る . 河野 ら (1975) 
は ウェ ステ ルマン 肺 吸虫 抽出 液 の Sephadex G-100 分 
画 に つい て 検討 し , この 肺 吸虫 に 特異 沈降 帯 を 呈す る 
抗原 活性 は 第 1 フラ クシ ョ ン で 認め られ , それ は 可 成 
り 高 分 子 の も の で ある こと を 報告 し て いる . 辻 (1974) 
は この 特異 沈降 帯 は 泳動 原点 附近 で 弧状 を 示し, Bi] 
虫 症 患 者 の 82.6 に 証明 され る こと を 記載 し て いる ・. 


こう 云っ た 種 に 特有 な 沈降 帯 の 問題 と 共に IEP 上 に 
現われ る 各々 の 反応 帯 の も ゃ つ 意 義 , 特に 各 発 育 段階 に 
特有 た な 洗 降 帯 の 解析 は 今後 の 重要 な 問題 で あろ う . 


ま と め 


ウェ ステ ルマン 肺 吸虫 成虫 抽出 組 抗原 (SOM), fu 
育 液 抗原 (ES) 及び Sephadex G-200 で 分 別 し た 6 
分 画 抗原 に つい て 各 抗 原 と 感染 ネ ュ 血清 , 患者 血清 , 
感 作 家 兎 血清 と の 間 に ゲ ル 内 沈降 反応 を 行い , 出現 す 
る 沈降 帯 像 を 比較 検討 し て 次 の 様 な 成績 を 得 た ・. 

1. 昌 体 粗 抗原 の ゲル 渡 過 に より 6 つの 分 画 に 分 別 
され る . その 分 子 量 は 30,000 か ら 700,000 以 上 に わた 
る 多種 蛋白 より 構成 され る が , 全 和 看 白 量 の 76 刀 が 分 子 
量 10 万 以下 の も の で 占め られ る . 

2. 肺 吸虫 の 感染 に より 粗 抗原 に 対す る 沈降 抗体 
価 , 沈降 帯 の 数 は 次 第 に 増加 , 増強 され る が , USAGE 
ASIE. 

3. Polyacrylamide gel 電気 泳動 像 か ら ES Sum 
構成 は 第 4 , 第 5 分 画 に 相似 する こと を 認め , これ は 
IEP で も 同様 の 傾向 が み ら れ る . また , IEP で みる 各 
分 画 で 出現 する WARRI 夫々 の 特長 が み ら れ る 
25, 第 1 分 画 と よる 沈降 線 は 抗原 孔 及 びそ れ に 近い 腸 
極 側 に 現われ , 分 画 の 順に 更に 陽極 側 に 向っ て 位置 す 
る 沈降 線 が 増加 する . 

4. 感染 血清 で の 出現 率 は 第 3 , 第 4 , 第 5 分 画 で 
最も 高 率 で , 反応 が 強く 数 も 多い . 第 3 , 第 4 分 画 は 
感染 初期 か ら 現 われ , 第 2 , 第 5 分 画 か これ に 次 ぐ " 
第 1 分 画 に 対す る 沈降 帯 の 出現 は 不定 で 一 般 に 更に お 
くれ て 現われ る ・. 一 方 , 第 6 分 画 で は 反応 の み ら れ る 
も の が 少な い . 


稿 を 終る に あたり 御 指導 , 御 校 関 を 賜っ た 長崎 大 学 熱帯 医学 研究 所 , 片 峰 大 助教 授 , READE, M 
協力 を 惜しま キ れ な か っ た 宮崎 医科 大 学 石井 明 教 授 に 深く 謝意 を 表す る ・ 
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